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应 用 对 流 免疫 电泳 测定 革 螨 的 食性 


EHE EG 周志 图 FMR 


(苏州 医学 院 ) 


刘 光 中 IR FEM 7 


(江苏 省 卫生 防疫 站 》 《丹阳 县 卫生 防疫 站 ) 


摘要 ”本文 首次 报道 用 对 流 免 疫 电 泳 靶 测定 革 旺 的 食性 ,试验 结果 表明 : 本 法 比较 敏感 ,能 测 出 单个 血 
食 革 姨 , 特 异性 高 ,一 般 无 候 阻 性 ,并 能 确定 血 源 , 故 亦 适 于 小 型 节肢 动物 嗜 血 习 性 的 测定 。 讨 论 了 影响 结果 
的 有 关 因 素 。 对 格 氏 血 房 虹 进 行 了 吸血 能 力 的 实验 观察 ， 镜 检 刺 吸 率 为 58.5%, ART W Ek AR E 
为 74.29%, BATES, RAR PK ih aR ee Pe eT PE e 
BAM AR. BAPE PT TRA SG, AAA 1 EIA RAR. 


AEB on ERA E REA A A ARO AAA RAS 
本 条 件 。 

LE RARE E AO A A EA fh 054% (Haemolaclaps glasgowi), FERIA 
5% (Eulaelaps stabularisy, MED (Tricholaelaps myonyssognathus) 的 吸血 能 力 看 法 不 
— (Tarnmbues 1957, Kosmosa 1957, Mitchell 1968, PAR. TERA 1966, 苏州 医学 院 ， 
1975。 上 海 第 一 医学 院 1975). BREAN DARAS ABI A MIRAR Eo 

我 们 曾 用 解剖 镜 检 查 法 和 示 踪 原子 法 进行 研究 〈 备 阳春 、 蓝 明 扬 1966、 苏 州 医学 院 
1975), 为 了 进一步 研究 其 吸血 能 力 , 考虑 采用 免疫 学 方法 。 以 往 所 用 媒介 昆虫 嗜 血 习性 
的 测定 ,多 为 环 状 沉淀 反应 ,该 法 虽 简 易 , 快 速 ; 但 对 体 小 \ 吸 血 量 少 的 全 里 效果 不 好 ,并 无 
法 测定 单个 革 螨 的 食性 。 为 此 我 们 试用 对 流 免疫 电泳 浏 定单 个 革 里 的 吸血 习性 ， 现 将 结 
果 报 道 如 下 : | 


材料 和 方法 
一 、 抗 血清 的 制备 

MUDA SABE RI. OS FAT REA RAT A RA 
掌 微 量 注 射 法 ,每 次 用 小 白鼠 血清 0.2 一 0.4 毫升 ,分 四 个 足 掌 注射 ,每 隔 1 一 2 周 注射 一 次 
〈 仅 第 一 次 加 等 量 的 完全 佐 剂 , 混 匀 后 一 并 注射 ) 或 用 明 碘 沉淀 法 制备 抗原 ,肌肉 注射 二 次 
后 ,再 作 服 结膜 注射 。 待 抗原 稀释 效 价 达到 1:20000 以 上 时 , 从 免 绒 动脉 放血 , 分 离 血 请 
即 为 免 抗 小 白鼠 免疫 血清 ,保存 备用 。 

取 黑 线 姬 鼠 血 清和 人 血清 作 抗原 ,制备 免 抗 黑 线 姬 鼠 血 请 和 免 拖 人 血清 :方法 同上 。 


本 文 于 1978 年 5 月 收 到 。 


二 、 待 检视 原 的 采制 

将 待 检 的 革 蠕 用 毛笔 挑 于 热 水 中 交 死 ， 用 解剖 镜 人 检查 鉴定 螨 仲 ， 观 察 其 肠 中 是 否 含 
血 , 然 后 逐个 晴 分 别 加 一 小 滴 生 理 夫 水 ,进行 妍 磨 ,人 研 暑 液 作为 待 检 抗原 。 在 研磨 时 ,加 水 

EII IA OA DURA Lo 

三 、 对 流 免 疫 电泳 的 条 件 

1. 电泳 、 制 胶 均 用 0.02M pH 8.6 巴 比 妥 缓 冲 液 ( 巴 比 妥 1.106 克 ,. 巴 比 妥 钠 7.006 克 、 
FLARES 1.024 克 , 加 水 至 2000 毫升 )。 

2. 于 7.5X2.5 厘米 载 玻 片 上 浇 往 巴 比 妥 缓冲 该 配制 的 已 溶化 的 1 党 日 本 琼脂 3 训 
升 。 待 冷却 凝固 后 :用 打 孔 嚣 在 琼脂 板 上 打 孔 ,并 将 孔 内 琼脂 挑 出 或 吸出 。 

3, 抗原、 抗体 孔 直径 均 为 0.4 是 米 ( 每 孔 可 加 样 约 10 微 升 ), 其 间距 为 0.5 厘米 。 每 张 
玻 片 分 三 排 ,可 打 孔 9 对 。 

4. 分 别 在 孔 内 加 入 抗原 抗体 后 ,将 板 移 人 电泳 艇 上 , 抗原 杞 流 置 在 阴极 端 , DER PL 
姓 在 阳极 端 。 板 的 两 端 分 别 用 四 层 滤 纸 搭桥 ,一 端 固定 在 琼脂 板 上 , 另 一 端 漫 入 电极 缓冲 
AE TEARS HEHE Ay 10 伏 / 厘 米 , 时 间 为 30 分 钟 。 访 毕 后 ， 及 时 观察 抗原 与 抗体 孔 同 透 
田 琼 脂 胶 中 有 无 白色 沉淀 线 出 现 ;再 将 琼脂 凝 胶 板 放 于 慢 盒 中 12 小 时 ,再 次 观察 结果 , 然 
后 将 颇 胶 板 移 人 搞 瓷 盘 中 ,用 生理 规 水 漂洗 1 一 2 KR, RPK 2 一 3 次 。 如 系 非特 异性 沈 
淀 线 , 则 可 球 去 ,最 后 观察 结果 : 有 白色 沉淀 线 者 为 阳性 。 

5. 如 需 保留 标本 时 , 则 将 胶 板 烘 干 ， MAEA RE ES RAT Eo 

四 、 革 螨 叮咬 小 白鼠 试验 方法 

叮咬 试验 的 革 螨 来 自 野 外 末 集 或 人 工 饲养 。 先 于 饲养 管 中 饥 饿 4 一 5 KQ0—25%), 
待 肠管 中 的 食物 全 部 消化 后 , 取 尾 部 完整 的 小 白鼠 置 于 小 纱 笼 内 ,将 鼠 尾 穿 过 软木 窄 留 在 
有 螨 的 饲养 答 中 , 任 革 旺 叮咬 4 一 5 ONIN CLAD). RRA KR. HER NA 
下 观 繁 肠管 内 有 无 血液 , 按 充 钥 程 度 分 明显 有 自 (1/3 以 上 的 肠管 充满 血 流 )， 少 血 ( 少 于 
1/3) 和 阴性 ( 光 血 ) 三 类 。 和 随后 将 每 只 革 晴 分 别 加 一 小 滴 生 理 夫 水 进行 研磨 ,研磨 液 作为 
待 检 的 抗原 。 
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五 、 鼠 宽 革 旺 自 然 吸血 的 测定 

村 1976 年 10 月 及 1977 年 2,3 月 在 江苏 省 丹阳 县 几 个 公社 和 苏州 市 郊区 , 控 取 黑 线 
婚 鼠 的 有 最 鼠 窝 ， 将 各 窝 窝 草 带 回 检 查 ,当日 或 次 日 放 在 白 搞 瓷 盘 内 挑 螨 ,将 螨 用 热 水 次 
死 或 暂 保 存 于 70% 酒精 中 ， 逐 个 螨 用 解剖 镜 鉴定 螨 种 、 雌 雄 、 发 育 期 及 肠 支 是 否 有 血 充 
沪 。 阁 抽取 一 部 分 螨 ， 做 免疫 学 试验 ， 即 将 旺 逐 个 研磨 ， 用 抗 黑 线 姬 鼠 兔 血清 效 价 〈1: 
15,000) (HOR HE RAE LL bk LEAR Me fi hi o 


il 期 AHRS: 应 用 对 流 免 疫 电 泳 测定 莘 螨 的 食性 ul 


K ARABS SSHRESME 
1976—77 年 流行 性 出 血 热流 行 季节 , 在 疫 区 居民 刷 取 衣 被 、 拍打 铺 草 、 杂 草 时 ,清扫 
取样 *, 方 法 同上 (免疫 血清 1:30,000)。 
结果 与 讨论 
、 免 抗 小 白鼠 血沉 的 效 价 测定 
ANS tL FASE RAKE 1:100—1:30,000 稀释 ,， 免 抗 小 白鼠 血清 用 不 稀释 血清 及 
1:2 一 1:8 稀释 血清 , HTA MARE ko Re de MED: 免 抗 小 白鼠 不 稀释 血 
清 的 效 价 最 高 ,抗原 稀 驾 度 可 达 1:20,000; 抗体 经 稀释 后 效 价 明显 下 降 。 
在 进行 对 该 免疫 电泳 的 同时 ， e 结果 表明 : 前 者 较 后 者 敏感 10 
。 因 前 者 在 电泳 时 , 电场 力 限 制 了 抗原 、 抗体 的 自由 扩散 , 而 使 其 定向 运动 , 增加 了 抗 
原 、 抗 休 的 局 部 相对 小 度 , 从 而 提高 了 灵敏 度 。 
” ”抗原 稀释 度 达 1:20,000 时 ,每 孔 加 样 10 微 升 , 则 可 测 出 0.0005 毫升 的 血清 ， 据 报道 
Femma IR ih EF 0.02—0.03 25 (MH 1959), 所 以 其 敏感 度 可 测 I 出 有 
i 
二 、 无 血 革 螨 的 测定 
ORBE in ts. EJ AA 279 只 ,在 20—25°C 下 饥饿 4 一 7 天 后 与 免 抗 人 血 
请、 免 抗 小 白鼠 血清 及 免 抗 黑 线 姬 鼠 血 清 作 对 流 免疫 电泳 ( 见 表 2), 除 ARR r 
生 很 火 的 沉淀 线 (0.36 %) 外 ,其 余 278 只 螨 均 为 阴性 (99.64%%)。 由 此 说 明 , 经 4 一 7 KGL 
RE CARS SRS PRAY MRA, 10 RS 885 PR WU Ses Ts AN eB 
性 反应 。 
、 有 血 革 螨 的 测定 
不同 效 价 抗 血清 (1:20,000, 1:15,000 和 1:10,000) 对 镜 检 明显 有 血 的 革 旺 的 检 出 率 
分 别 为 97.2%、77.8 一 85.0% 150.0 % (LE 3), 所 此 抗 血 清 的 效 价 应 达 1:20,000 以 上 。 
抗 血 铺 以 小 瓶 分 装 冷 藏 保存 为 宜 ,以 免 使 用 时 经 常 取出 ,使 效 价 下 降 而 影响 检 出 率 。 
用 兔 抗 黑 线 姬 鼠 血 清 作 试验 的 格 氏 血 厉 螨 和 展 真 厉 螨 均 采 自 黑 线 姬 鼠 窝 ， 其 它 二 组 
的 革 晴 系 叮 咬 小 白鼠 尾部 后 , 镜 检 在 肠 支 内 明显 有 血 者 。 
四 、 影 响 检 出 的 因素 | 
EU RAT A BR BG, BAD A A 34 只 ,及 时 做 对 流 免疫 电泳 ,全 部 
阳性 ,33 RE BOAR RAR BAN RMB KP, RBM 19 只 阳性 (符合 
率 57.6%) 经 统计 学 处 理 ，t>3, p< 过 0.01, 显 著 差 异 。 可 见 抗体 血清 ( 效 价 1:20,000) 昌 相 
同 , 因 映 体 干 况 则 明 普 影响 了 检 出 率 。 因 此 如 不 能 及 时 进行 测定 时 , KE. 应 放 在 
湿 滤 纸 上 上 ,和 暂 保 存 于 试管 或 平 咀 内。 但 时 间 长 ,里 体 发 酵 发 霉 , 也 影响 检 出 。 
五 、 苹 螨 叮 咬 试 验 刺 吸 率 的 测定 
DLR HAS ER If Da os 159 只 ,对 小 白鼠 进行 叮咬 5 小 时 的 试验 ,结果 见 表 4: 
1. 159 人 93 R, 刺 吸 率 为 58.5 %; 用 对 流 免疫 电 
水 测定 有 118 只 阳性 , 刺 吸 率 为 ?4.2 和 %, 其 中 镜 检 阴 性 的 66 只 螨 中 有 33 只 阳性 ， 其 沉淀 
t 江苏 新 医学 院 卫生 系 74 导 学 员 参加 部 分 采样。 
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2 抗体 血清 与 无 血 革 螨 的 反应 








parc | ER P 
免 抗 黑 线 姬 起 血 清 (1:20000) | HEMD 24 24 
DAMA (1220000) | AE 8 8 
锡 抗 小 白鼠 血清 C1:20000) REIER 125 124 
免 抗 人 血清 (1:30000) pepp 78 7 
免 抗 人 血清 (1:30000) Si i 44 a 
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对 流 免 疫 电 泳 























抗体 种 贡 ae | meo | mo | FER) HEH 
免 抗 小 白 限 血清 | 1:20000 | 108 | > | g2 | ken% 
gigesemms | 1:15000 | «8 | 4 | 977.8 | BRENDE 
A | 11500 | wo | st | so | EKES 
















免 抗 小 白鼠 血清 1:10000 22 NN 


#4 RROFGÉNERS 
Be 6 BR CR) WS Bie SBE HG ik PAB BE 阳性 率 % 
镜 检 明显 有 血 95.94 
镜 检 少 血 
BRAHE 
总 H 


REE, DARIA. BEREBER UAA iL 
IBARRA DEAR. GERE BAEZ 1966), | 
2. 镜 检 明显 有 血 的 74 RE RE SRE MEA 71 只 ,符合 率 达 95.94% 5 MBE 

检 为 少 血 的 19 Reem 14 只 阳性 , .符合 率 73.6%。 两 者 的 符合 率 与 肠管 中 含 血 量 多 少 
有 关 。 在 实际 应 用 中 , 镜 检 法 和 对 流 免疫 电泳 法 配合 检查 ,可 提高 阳性 率 。 

六 、 鼠 窝 革 螨 自然 吸血 的 测定 

KERMES 4,128 只 , 血 食 者 占 48.3%, RAED 1,090 REMERA 62.8%, RE 
厉 1,137 只 , 血 食 者 占 56.0 % SA BENS) MR A E EME LILA C = 15,000) 
做 对 流 免疫 电泳 ( 见 表 5) 镜 检 有 血 的 格 氏 血 厉 螨 做 对 流 免疫 电泳 试验 92 只 ，65 只 阳性 ; 
iil A MB seine 85 A, 75 只 阳性 , 10 只 阴性 ;是 因为 有 些 晓 血 量 少 或 已 部 分 消 
化 而 未 能 检 出 。 镜 检 阴 性 格 氏 备 厉 螨 试验 34 只 中 ,电泳 法 阳性 10 RO 只 
中 7 只 阳性 , 由 于 本 试验 基本 无 假 阳 福 , 准 测 是 豚 了 组 织 液 ( 曾 见 吸 食 小 白鼠 组 织 液 流 人 
肠管 的 情况 )， 说 明镜 检 与 血清 学 两 种 方法 可 以 相互 补充 提高 检 出 率 , 并 能 证 明 肠 内 食物 
为 黑 线 怒 息 血 或 组 织 涪 ,因而 确定 其 血 源 和 寄主 。 


73.6 
50.0 


74.2 
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本 文 测试 格 氏 血 历 晴 让 家 窜 中 的 自然 吸食 率 为 48.3% 以 上 , 较 前 人 在 安徽 疫 区 调查 
的 16.5% Ami, MEADER ERA 56.0 多 ， 亦 远 较 安 徽 疫 区 调查 为 高 《上 盗 第 一 医学 院 
1975). 

七 、 游 离 革 螨 的 食性 测定 

收集 游离 革 螨 , 计 有 格 氏 血 厉 旺 74 RA) FIA 941 只 、 RADA E TED 
R5 R ERARIS 19 只 \ 厉 螨 科 若虫 (未 定 种 ) 5 只 、 寄 螨 108 we 202 只 、 广 厉 螨 6 
只 \ 巨 束 螨 4 只 、 植 级 螨 等 1979 只 。 将 部 分 革 螨 单个 研磨 后 与 免 抗 人 血清 ( 效 价 1:30,000)、 
eat Bit BBE AB Ek , 格 氏 血 厉 螨 4 只 、 茅 舍 血 厉 里 17 只 、 厉 晴 科 若 晴 1 只 呈现 阳性 。 


25 应 用 对 流 免疫 电泳 测定 黑钱 姬 鼠 冤 中 革 旺 的 血 食 情况 











KREi B® E K 5 
FE FE 数 
镜 检 有 血 75 
Re 34 10 7 





以 往 对 游离 蜡 调 查 不 多 ,有 些 调查 所 获 这 一 -类 革 螨 出 不 多 , BR. BAG 
般 均 仅 有 几 只 一 10 RA, 本 次 调查 发 现 的 革 螨 是 最 多 的 一 次 。 ere ae 
够 敏感 ， 安 徽 疫 区 曾 用 50 PA AROSA RR RRA DE 
防疫 所 1977), 而 对 游离 螨 单 个 测定 则 不 可 能 ， 用 本 荡 测 定 , RRA ART At 
和 组 织 沪 。 对 流 免 疫 电泳 测定 革 螨 食性 , 当 抗 血 请 效 价 在 1:20,000 以 上 时 , 敏感 性 较 高 ， 
能 调 出 单个 划 螨 的 血 源 ,而 且 特 异性 也 高 , 几 无 假 阳 性 。 

关于 格 氏 血 厉 螨 、. 慨 真 厉 旺 的 吸血 能 力 以 往 看 法 不 一 ,我 们 曾 用 镜 检 法 和 示 踪 原子 法 
进行 了 观察 , 刺 吸 率 分 别 为 58.2% 和 88.6%， 今 用 对 流 免 疫 电 泳 试验 进一步 证 明 格 氏 血 
FAA SRE RS AAA A HEAR E RARA A E 
sl ERROR TL M E VO CREA ES 
病原 体 的 条 件 , 能 参与 某 些 自然 疫 源 性 疾病 的 循环 。 还 在 人 们 活动 场所 找到 了 游离 划 晴 ， 
发 现 其 中 少数 是 吸 过 人 血 或 组 织 液 的 。 
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Counter mmunoelectrophoresis was used for the first time in the determination of 
feeding patterns of gamasid mites. The results showed that this technie was sufficien- 
tly sensitive to be used to detect even a single mite with a minute amount of blood in 
the gut, and was highly specific with virtually no false positives to be found in those 
without blood in the gut. Thus, the method would be a feasible one for the identifica- 
tion of tiny hematophagous mites, Faetors which might affect the results were dis- 
eussed. An antiserum titre of 1: 20,000 or more was found to be desirable. The mites 
to be tested should be freshly obtained. In case that the test could not be performed 
immediately, the specimens should be killed in hot water and then stored in moistened 
test tubes to prevent them from drying up. 

Observations were made on the biting activity of the mite Haemolaciaps glasgow, 
in which 159 mites were allowed to bite the mouse through the skin of the tail, After 
5 hours 93 mites, under the dissecting microscope, were seen with blood in the gut, the 
penetrating rate being 58.5%. Whereas the counter immunoelectrophoresis was found 
to be positive in 118 out of the 159 mites, the penetrating rate being 74.2%. These 
figures showed that the detection rate was significantly higher when the latter technic 
was used than the former. Of the 66 negatives diagnosed by microscopy, 33 gave 
positive reactions on counter immunoelectrophoresis. This finding suggested that at 
least a portion of this species did take tissue fluid instead of blood. 

Most of both Haemolaelaps glasgowi and Eulaelaps stabularis collected from the 
burrows of field mouse Apodemus agrarius showed positive reactions with rabbit anti- 
species specifie serum by counter immunoelectrophoresis. 

Out of a large number of scattered mites collected from the infested areas during 
autumn and winter, 22 displayed positive reactions with rabbit anti-human serum. This 
indicates that free and seattered mites can be found in populated areas and a few of 
them have taken meals of human blood or tissue fluid. 

For practical use, the combination of microscopy and counter immunoelectrophoresis 
will inerease the detection rate. The latter technic also enables us to identify the na- 
ture of ingested blood, and thus it may be of value for epidemiological investigations. 


